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Guinea-pig antisera to bovine insulin and proinsulin were analysed and the association constants and the concen- 
trations of combining sites specific for insulin and for the C-chain were determined. Both antisera contained 
combining sites with higher (Ak I sites) and lower (Ak 2 sites) affinities for the cross-reacting antigens. 
Antisera produced in response to both insulin and proinsulin had similar concentrations ofboth the more affine 
and less affine insulin-specific binding sites. Bovine insulin contaminated with traces of proinsulin did not induce 
antibodies pecific for the C-chain. 
Antisera to proinsulin contained equal amounts of high affinity binding sites specific for the C-chain and for the 
insulin part of the molecule. After absorption of the insulin-specific antibodies these sera can be used for the 
immunoassay ofproinsulin. 
Untersuchungen zur Biosynthese des Insulins 
haben zur Endeckung eines als Proinsulin bezeich- 
neten einkettigen Insulinvorlgufers gefiihrt [1, 2]. Das 
verwendete Rinderproinsulin [3] unterscheidet sich 
von Rinderinsulin durch die aus 29 Aminosiiuren 
bestehende C-Kette, die das N-terminale Ende der 
A-Kette mit dem C-terminalen Ende der B-Kette ver- 
bindet. Die jetzigen immunchemischen U tersuchuno 
gen wurden an Antiseren von Meerschweinchen gegen 
Rinderproinsulin und gegen Rinderinsulin zur 
Kliirung folgender Fragen durchgefiihrt: 
(1) Wie verhglt sich die Immunogenitiit yon Rinder- 
proinsulin im Vergleich zum kleinermolekularen 
Rinderinsulin? 
(2) In welchem Umfang werden durch eine Immuni- 
sierung mit Rinderproinsulin bzw. mit proinsulinver- 
unreinigtem Rinderinsulin Antik6rper mit C-Ketten 
Spezifitiit stimuliert? 
(3) Zur Frage nach der Verteilung determinanter 
Antigengruppen des Proinulins wird geprtift, zu 
welchen Anteilen ihrer Gesamtkonzentration Anti- 
k6rper gegen Proinsulin im C-Ketten bzw. im Insulin- 
bereich des Proinsulinmolekiils inserieren. 
* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
27 Meerschweinchen aus Koloniezucht wurden 
mit Rinderinsulin (Proinsulingehalt 1%), 5 Meer- 
schweinchen aus gleicher Zucht mit Rinderproinsulin 
durch 4 Injektionen von je 12,8 nMol/100 g K6rper- 
gewicht immunisiert. Das Antigen wurde subcutan 
in w6chentlichen Abstfinden, einmal in komplettem 
ufid dreimal in inkomplettem Freund's Adjuvans 
injiziert. 
Zur Aufnahme von Bindungsktirven wurden freies 
und antik6rpergebundenes Antigen bei konstanten 
Konzentrationen der gepoolten Seren beider 
Versuchstiergruppen und schrittweise rh6hten Kon- 
zentrationen an Rinderinsulin bzw. Rinderproinsu- 
lin mit Hilfe der pr~'parativen Ultrazentrifugation 
[4] gemesse. Hierzu wurden die Seren mit 40 mM 
albuminhaltigem (38,5/aM Rinderalbumin) Phos- 
phatpuffer (pH 8,0) bis zu einer Endkonzentration 
von 0,3% verdiinnt. Die Konzentrationen der Antigene 
wurden, bezogen auf Molekulargewichte yon 6000 
fiir Rinderinsulin und 8800 t'tir Riflderproinsulin, in
11 Stufen von 0,642 bis 129,5 X 10 -9 Mol/1 gesteigert 
Die Konzentrationen der nicht markierten Antigene 
wurden variiert, die der markierten Antigene (spezi- 
fische Aktivitiiten 96,4 mCi/mg Rinderproinsulin; 
13,7 mCi/mg Rinderinsulin) konstant gehalten. Nach 
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Abb. 1. Messwerte zur Bindung von Rinderinsulin bzw. Rinderproinsulin dutch Antirinderinsulinserum (Serumpool) yon Meer- 
schweinchen. Aufgetragen ist [gebundenes Antigen]/[freies Antigen] gegen [gebundenes Antigen]. Die Schnittpunkte der 
Asymptoten mit der Abszisse rgeben fiJr die beiden kreuzreagierenden Antigene die Konzentrationen an Bindungsstellen beider 
Antik6rper-Hauptkomponenten. Die Schnittpunkte d r Asymptoten mit der Ordinate liefern die Produkte aus den Konzentrati- 
onen der jeweiligen Antik6rperbindungsstellen undden zugeh6rigen Assoziationskonstanten. 
einer Inkubationszeit von 36 Stunden (4 °) wurden die 
Ans/itze w~ihrend 8 Stunden bei ca. 120 000 g (4 °) 
bis zur vollst~indigen Sedimentation der 16slichen 
Antigen-Antik6rpe r-Komplexe zentr.ifugiert. 
W/ihrend der Zentrifugation stellt sich das freie 
Antigen in einem yon der Ausgangskonzentration un- 
abh/ingigen Konzentrationsgradienten ein, der 
jeweils in nicht antikOrperhaltigen Parallelans~'tzen 
ermittelt wurde. Aus den Anteilen der 131j_markier_ 
ten Antigene in den oberen und unteren Abschnitten 
der Zentrifugenr6hrchen wurden, unter Beriicksichti- 
gung der Konzentrationsgradienten fi~r die freien 
Antigene, die Konzentrationen an jeweils freiem und 
antik6rpergebundenem Rinderinsulin bzw. Rinderpro- 
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insulin ermittelt. Aus diesen Messwerten lassen sich die 
Konzentrationen beider Hauptkomponenten a  Anti- 
k6rperbindungsstellen (AkI , Ak2) und die zugeh6ri- 
gen Assoziationskonstanten (k 1 und k2) nach dem 
Verfahren yon Scatchard [5] extrapolieren. Auf eine 
Isolierung der Insulinantik6rper konnte verzichtet 
werden, nachdem Kontrollversuche z igten, dass bei 
den verwendeten Serumkonzentrationen die Konzen- 
trationen an antik6rpergebundenem Antigen nicht 
durch unspezifische Proteinbindungen verfiilscht 
werden. 
Analoge Versuche wurden mit den gleichen Seren 
nach Adsorption der f't~r den Insulinanteil spezifischen 
Antik6rper mit kovalent an Cellulose gebundenem, 
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Antigene 
Rinderinsulin Rinderproinsulin 
X 10 -6 Mol/1 X 106 1/Mol X 10 -6 Mol/| X 1061/Mol 
Antirin derinsulinserum 
Antirinderinsulinserum nach Adsorption 
Antiproinsulinserum 
Antiproinsulinserum nach Adsorption 
[Akl]= 17,8 k1=6,42 [Akl] = 18 ,3  kl=3,1 
[Ak2] = 121 k 2 = 0,011 [Ak2] = 75 k 2 = 0,04 
[Akl] = 0 - [Akl] = 0 - 
[Ak2]  = 0 - [Ak2]  = 0 - 
[Ak l ]  = 18,3 k I = 8,36 [Ak l ]  = 36,7 k I = 2,12 
[Ak2]  = 115 k 2 = 0 ,012  [Ak2]  = 100  k 2 = 0 ,013  
[Ak l ]  = 0 - [Ak l ]  = 18,1 kl  = 0,38 
[Ak2] = 0 - [Ak2] = 0 - 
Antik6rperbindungsstellen (Akl, Ak 2) mit zugeh6rigen Assoziationskonstanten (kl und k2) fiJr die beiden kreuzreagierenden 
Antigene Rinderinsulin und Rinderproinsulin den gepoolten Antirinderinsulin- und Antirinderproinsulinseren yo  Meerschwein- 
chen. 
Yon Proinsulin befreitem, Rinderinsulin* durchge- 
ftihrt. Die Beladung der Cellulose betrug 18 #g Rinder- 
insulin/mg Cellulose. Zur Antik6rperadsorption wur- 
den 9 ml einer 10% igen Serumverdtinnung mit 40 mM, 
albuminhaltigem Phosphatpuffer (pH 8,0) dreimal 
w/ihrend 6 Stunden mit je 1 g Immunadsorbens bei 
4 ° geriihrt und anschliessend auf eine Endkonzentra- 
tion von 0,3% Serum eingestellt. 
Es fand sich, dass beide Antiseren (Antiinsulin- 
und Antiproinsulinserum) Antik6rperkomponenten 
mit hbherer (Akl) und mit niedrigerer (Ak2) Assozi- 
ationskonstante f'fir die Bindung der beiden kreuz- 
reagierenden Antigene (Abb. 1, Tab. 1) enthalten. Der 
iiberwiegende Anteil der Antik6rperkomponente Ak 2 
war in beiden Antiseren zur Bindung beider Antigene 
bef'Llaigt, wobei die Gr6ssenordnungen der jeweils 
gemessenen Assoziationskonstanten k 2 iiberein- 
stimmten. FiJr die Antik~Srperbindungsstelle mit 
h6herer Affinit/it zum Antigen (Ak 1) fanden sich fi~r 
die Bindung von Rinderinsulin in beiden Antiseren 
h6here Assoziationskonstanten als ffir die Bindung 
yon Rinderproinsulin. W/ihrend bei Verwendung yon 
Rinderinsulin als Antigen in beiden Antiseren an- 
n/ihernd gleiche Konzentrationen an Akl-Bindungs- 
stellen gemessen wurden, enthielt das Antiproinsulin- 
* Herrn Dr. Schnabel danken wit fiir die Herstellung des 
Immunadsorbens. 
serum bei Verwendung von Proinsulin als Antigen 
doppelt h6here Konzentrationen dieser Antik6rper- 
bindungsstelle als das Antirinderinsulinserum (Tab. 1). 
Nach Adsorption der insulinspezifischen A ti- 
k6rper an das Immunadsorbens liessen sich in beiden 
Antiseren ftir Rinderinsulin keine AntikiSrperbin- 
dungsstellen mehre nachweisen. Das Antiproinsulin- 
serum enthielt nach gleicher Behandlung nur for 
Proinsulin noch Antik6rperbindungsstellen mit hoher 
Bindungsfestigkeit (Ak 1 ), deren Konzentration halb 
so gross war, wie im gleichen Serum vor Adsorption 
der insulinspezifischen A tik6rper. Im Antirinder- 
insulinserpm war diese Antikt~rperkomponente icht 
vorhanden (Tab. 1). 
Die im Antiproinsulinserum gemessenen Konzen- 
trationen insulinspezifischer (18,3 X 10 -6 Mol/1)und 
C-Ketten spezifischer (18,1 X 10 --6 Mol/1) Akl-Bin- 
dungsstellen sind ann~hemd gleich, ihre Summe ent- 
spricht der insgesamt ermittelten Konzentration an 
Antik6rperbindungsstellen dieses Typs ftir Proinsulin. 
Hieraus ist zu folgern, dass hochhaffine Antik6rper der 
Komponente Ak 1 trotz des Fehlens aromatischer 
Aminos~uren im Bereich der C-Kette in gleichen Masse 
gegen determinante Gruppen der C-Kette wie gegen 
determinante Gruppen im Insulinanteil des Pro- 
insulinmolekiils gerichtet sind. Aus dem Auftreten 
hochaffiner Antik6rper mit Spezifit~it for die C-Kette 
ergibt sich die M6glichkeit, aus einem mit Rinderin- 
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sulin weitgehend kreuzreagierenden Antiproinsulinse- 
rum vom Meerschweinchen durch Adsorption der 
insulinspezifischen A tikSrper ein fiir den immuno- 
logischen Proinsulinnachweis geeignetes Antiserum 
herzustellen. 
Die gepoolten Antiseren gegen Rinderinsulin und 
Rinderproinsulin enthalten gleiche Konzentrationen 
an insulinbindenden A tik6rpern der Komponenten 
Ak Iund  Ak 2. Hieraus ergibt sich, dass in der ge- 
wiihlten Versuchungsanordnung Rinderinsulin und 
Rinderproinsulin beztiglich der Stimulierung insulin- 
spezifischer Antik6rper gleiche Immunogenitiit 
besitzen. 
Das im Rinderinsulin in Spuren enthaltene Rinder- 
proinsulin f~ihrte nicht zur Bildung proinsulin- 
spezifischer AntikSrper. Daraus folgt, dass der Pro- 
insulinverunreinigung des Rinderinsulins bei der an- 
gewendeten Immunisierung keine immunogene 
Wirkung zukommt. 
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